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1-4) Bif/'dobaoterium longum BB536ゲノムDNAの調製
8ifidobacterium /ongumBB536の培養菌体を遠心分離(8,000g, 10分, 4℃)
にて集菌し､ 50 mM Tris-HCl buffer (pH 7.2)を使用して2回同遠心分離条
件での遠心洗浄を実施した｡菌体の酵素処理は次の通り行った｡菌体20 mg当
り､ OIAGEN RNase 10 FL l､ Lysozyme 8mgおよびN-acetylmuramidase SG 0.5mg
(生化学工業, Japan)を5nLの50mMTris-HCl buffer (pH7.2)中で､ 37℃
2時間保持後､ 100 LLlのOIAGENProteinaseKを添加し､さらに16時間37℃
にて保持した｡酵素処理液からのゲノムDNA精製は､ QlAGENGenomic-tipを使
用し､ QlAGEN Genomic DNA protocolに従い実施した｡得られたゲノムDNAは
50 FL富/mlとなるようにTE buffer (10mM TrisIHCl buffer, pH 7.4)に溶解
し､直ちに次の実験に供した｡
1-5) 8/'fidobacterium /ongunl BB536ゲノムDNAからの免疫刺激性配列の決定













1-5-2) BifI'dobacterI'um /ongum BB536ゲノムDNAの制限酵素処理






度の電気泳動用ゲルを用いて実施した｡泳動用緩衝液はTBE buffer (90 mM
Tris-ホウ酸､ 2mM EDTA､ pH 8.0)を用い､分子iマ-カーとしてl kbp DNA






製した｡細胞浮遊液を遠心分離(300 g, 5分, 4℃)後上溝を除去し､次いで








マウス牌臓細胞を2×105 ceHs /wellになるように2% FCSを含むRPMI1640
中に懸濁し､ 96穴∪字型マイクロプレート(住友ベークライト, Japan)に90
FLl播種した｡調製済みのゲノムDNA試料溶液10 JLlを各weHに加え､ 37oC
48時間､ 5 % CO2インキュベーターで培養した｡ 20 FLg /ml LPS (Escher/'oh/'a





ーフィルター(Labo Mash, Labo Science, Japan)に集め乾燥させ､専用バイ
アルに液体シンテレータ-用カクテル(1, 4-bis(5-phenyl-2-oxazolyl)benzene




SI ≡ [ (counts/min).∩ t,.8t.d c…-(counts/min)b.ckg,OUR.]/[ (counts/nin) in ｡｡nt,｡.
















pUcl19 (50ng/i I,TakaraBio)　　　l il
DNA (50ng/il)　　　　　　　　　l i1
2 X Rapid Ligation Buffer (Invitrogen:　5 i I
T4 DNA Ligase (hvitrogen)　　　　l i 1
Miliq　　　　　　　　　　　　　　　　2 i 1
Total 10 H






おぜ　MgC12 ･ 6H20 10.16ginH20 100ml)
30% PEG (polyethylene glycol)　　　7 i 1




E.oo/i JM109 (100 FLl, OD 0.2-0.3)を水中にて10分間保持後､ JM109をチ
ューブに加え､軽く横枠後､水中で25分間保持し､次いで､室温で10分間保
持した｡ SOCbrothを800 〟l加え､ 37℃で1時間振とう培養した｡ 100 〃l
のX-Gal (5-Brom0-4-chlor0-3-indolyl-β-D-galactoside)溶液









BIO-RAD Quantum Prep Plasmid Mini Prep Kit (Bio-Rad)を使用し､そのプロ
トコルに厳密に従い実施したo最終的に抽出･精製プラスミドは､ TE buffer
50FL Iに溶解させ､ -20oCにて保管した｡
(Terrific broth, 1000 ml)
Bacto tryptone (BD)　　　　　12 g












2.5 mM dNTP(TakaraBio)　　　　　　　8 i I
M13M41M13RV primer(20 pmol/i I)　　4 i I
Miliq　　　　　　　　　　　　　　　76.5　日
次いで､ PCR用チュ-ブに精製plasmid (100 ng/JLl)をl JJl入れ､ 4oCで
保持しながら､ rTaqpolymeraseを1サンプル当たり　0.5 FLlとなるように










らに純度を高めるため､ QIAGENOIAqiuckPCRPurificationkit (QlAGEN, USA)
を用いて精製し､最終的な溶解は蒸留水で行った｡
また､挿入断片の塩基配列はTakara Bio Taql. Cycle Sequencing Kit(Takara


























l- 5-13) J774. lcellからのlト12誘導書式験
マウスマクロフア-ジ様細胞であるJ774.1 celLは､理化学研究所バイオリ
ソースセンター(Japan)より分醸された｡培地には､ 10% FCS､ 2.1 mM
L-glutamine､ 100 IU/ml penici=in　および100 jig/ml streptomycin
(Invitrogen)を含むRPMI 1640 (lnvitrogen) (completemedium)を使用し､
37℃､ 5% CO2インキュベ-ターで維持培養した｡ 200 LL lのcomplete medium
に懸濁したJ774.1細胞(4.0×105 Gells)を96穴細胞培養用マイクロプレー
ト(BD)に播種し､ 2時間37℃､ 5%CO2インキュベ-タ-で維持した｡ complete




培養上浦中の]L-12は､ DuoSet ELlSA Development Systerns (R&D Systerns.
us九)を使用して測定した｡測定に当たっては､同kitのプロトコルに厳密に従
って実施した｡また､ ELISAプレートの洗浄には､ ELISAプレート用ウオッシ
ャー(Model 1575. Bio-Rad)を使用し､吸光度はMultiskan Spectrum 1500
(Thermo EleOtron)を使用し測定した｡
1- 5-15) ODN BL07が刺激するリンパ球サブセットの検討
マウス肺臓BおよびTリンパ球の精製は磁気ビーズ分離法､すなわちMACS











り分譲された｡培地には､ complete DMEM (10% FCS, 50 mg/ml
penici l l in/streptonlyCin. 2mNL-glutamine, 10mMHEPESbuffer, 0･ ll mg/ml
sodium pyruvateおよび0.5 mM 2-メルカプトエタノ-ルを含むDulbecco's
modified Eagle medium)を使用し､ 37℃､ 5% CO2インキュベーターで維持培養
した｡
293T細胞を¢60 mのDishに1×106個ずつ播種し､ 37℃24時間､ 5% CO2イ
ンキュベーターで培養した｡その後､リボフエクタミン(lnvitrogen) 10 〟l
をOPTトMEM培地(Invitrogen) 200 FL lに混合した溶液とpcDNA3+mouseTLR9
vector 2.5 JLgおよびNF-kappaB luciferaseベクター2.5 LLgを溶解した
opTトHEM培地200〟 lを混合した｡培地を1.6ml加えてtota12mlとした後､
細胞の入ったDishに加え､ 4時間37℃5 % CO2インキュベーターで維持した｡
その後､ 20% FCSを含むD-MEN培地を2 ml添加し(FCS終濃度10%) ､一晩培
養した｡リボフェクタミン添加24時間後にPBSで3回洗浄し､培地を10%FCS
を含むDIMEM5mlに置換した｡さらにその24時間後､ 24穴マイクロプレート
に4×104個ずつ2% FCSを含むD-MEN lmlに置換して播種し､ 37℃5 % CO2条件
下で一晩インキュベートした｡
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(MicroLumat Plus LB96V. Berthold TeGhnologies. Germany)を用いて測定し､
その際の発光強度をNF-kappaB活性とし､次式を用いてSI値として評価した｡
SI ≡ [(resonance unit (RU)).nらt.mulated｡ultu,. - (RU)background]/[(RU).n
n｡n_st(nu..I.｡n - (RU) b｡｡kg,oun｡]
1- 5-17)統計処理
本章で得られた実験結果は､平均値±模準偏差(SD)として示した｡また､
統計学的分析にはMicrosoft Excel 2000 (Microsoft, USA)を使用し､対応の
無いStudentのt検定により実施し､ p値が0.05未満である場合､有意差があ
ると判定した｡
1-6) ODN BL07のI'n vitroにおける抗アレルギー作用の検討
1-6-1)実験動物












10 mg/mL OVA (grade V, Sigma)溶液を注射用生理食塩水(大塚製薬)を用
いて調製した｡調製後､ OVA溶液は0.22 JJmの滅菌フィルター(MlLLEX-GV,
ミリポア. Japan)を用いてフィルター漉過した｡この溶液と等量の水酸化アル







mg/m川VAを50 〟 I (終濃度100 〟g/ml) ､ ODNサンプル(ODNBLO7およびODN
BLO7S)を50 〟l (終濃度0.1-10 〟H)を添加･摸坪後､ 37℃､ 5%CO2イン







リンパ球をcomplete mediumに懸濁し､ 2.0×106 cell/mlに濃度を調整した後､
10 ng/mlマウスリコンビナントILl4 (R&D Systems)および3 LLg/ml抗マウ






laboratory lnc (USA)製､ cytokine (lL-4. 1L-12およびIFN-γ)については
DuoSet ELISA Development Systems (R&D Systems)を使用して測定した｡測定
に当たっては､各kitのプロトコルに厳密に従って実施した｡また､ ELISAプ
レートの洗浄には､ ELISAプレート用ウオッシャー(Bio-Rad)を使用し､吸光
度はMultiskan Spectrum 1500 (Thermo Electron)を使用し測定した｡
1-6-7)統計処理
本章で得られた実験結果は､平均値±標準偏差(SD)として示した｡また､











性配列としてODN BLO7S (5' -GCGTCGGTTTCGTTGCTCAC-3' ､ BL07のフオスフォ
ロチオエート修飾体)およびネガティブコントロールとして､第3章の検討に
おいてリンパ幼若化活性もIL-12誘導も確認されなかった




pBSとInject Alum (Pierce, USA)を等量混合した溶液を作成した｡この溶
液を用いて､対照群としてはOVA 20 FLg/100 JJl､ ODN群としてOVA20 LLg
およびODN (0.1-10 〃g) /100 〟lとなるように調製し､ 7適齢のBALB/Cマ
ウスに100 〃l皮下授与した｡ 1回目の投与日をDOとし､ D14にも同条件での
皮下投与を行った｡
2回目の皮下投与7日後､すなわちD21に尾部より採血し､遠心分離後(2000





細胞をconplete medium (10% FCS)に懸濁し､ 5.0×106 cell/mIに濃度を調整
した後､ 48穴マイクロプレート(BD)に400 FLL播種した｡播種後､直ちに
RPMI1640培地に溶解させフィルター漉過した1 mg/m1 0VAを100 〃l (終濃度
100 JLg/nl)を添加.横枠後､ 37℃､ 5 % CO2インキュベーターで培養した｡ 3
日後､培養液を回収し､遠心分離(500g. 5分, 4℃)後の上溝を回収し､ -20℃
で保存した｡
TGトβの誘導に関しては､ Nakaoら[32]の方法を参考にした｡すなわち､
調製した細胞を100 lU/ml penic=lin　および100　LLg/nlL streptomycin
(Invitrogen)を含むAIM-V培地(FCS非含有) (Invitrogen)に懸濁し､ 5.0
×106cell/mlに濃度を調整した後､ 48穴マイクロプレート(BD)においてOVA
100 JIG/ml存在下または非存在下で､ 37℃において5 % CO2インキュベーター
で4日間培養した｡培養液を回収し､遠心分離(500 ど. 5分. 4℃)後の上溝
を回収した｡上清500 〟lに対し1 HHCl 100 〃lを添加し､室温で10分間保




FACSCal iburT" flow cytometerを用いた解析を実施した｡すなわち､調製した









laboratory lnc製､ cytokine (lL-4. lL-5, lLl10. IL-12, IL-13, lFN-γお
よびTGF-β)についてはDuoSet ELlSA Development Systems (R&D Systems)
を使用して測定した｡測定に当たっては､各kitのプロトコルに厳密に従って
実施した｡また､ ELISAプレートの洗浄には､ ELISAプレート用ウオッシャー
(Bio-Rad)を使用し､吸光度はMultiskan Spectrum 1500 (Thermo Electron)
を使用し測定した｡
OVA特異的Igの測定は､ Satoら[33】の方法に準じて行った｡標準血清は





















実験群は3群設定した｡ ODN群にはD0-2およびD7-9の計6回､ 5mg/ml PBS
のOD‥ BLO7S溶液を200 〃l､すなわち1回当たり1 mg/mouseとなるようゾン
デ授与した｡コントロ-ル群およびnaTve群(実簾コントロール)では200JJl
のPBSを同様に授与した｡

















一aboratory lnG製､ cytokine (lL-4, lL5. 1L-10. Ⅰト12. 1L-13, IFN-γお
よびTGF-β)についてはDuoSet ELISA Development Systems (R&D Systems)
を使用し､本章2-2-6に準じて測定を実施した｡
ovA特異的Igの測定は､ Satoら[33]の方法に準じて行った｡ OVA特異的tg










































ODN BLOT (5' -GCGTCGGTTTCGTTGCTCAC-3' )のみが有意なリンパ球幼弱化活性




Thl-type cytokineであるILl12誘導値を測定したoその結果､ 20 0DN中では
ODN BLO7､ BL15およびBL18が高いIL-12誘導値(Fig. 2-5B)を示した｡
以上の結果から､ ODNBL07をBB536ゲノムDNAから免疫刺激性配列として同
定した｡
2- 3) OD… BL07の特性解析
免疫刺激性配列として同定されたODNBL07が示すlJンパ球幼君化活性が､ど
のリンパ球集団を刺激して示されているかの検討を実施した｡ HACS法によっ










2-4) ln vitroにおけるODN BL07の抗アレルギー作用の検討
ODN BL07の抗アレルギー作用を検討するため､ OVAで感作させることにより
Th2偏向となったBALB/Cマウスの牌臓細胞を用いて､そのIgE産生量を評価し
た｡その結果､ OD… BLO7およびBLO7Sともに濃度依存的にtotal lgEの産生を
有意に抑制した(Fig. 2-7) ｡ IgE産生の抑制機構を検討するため､ Thl
GytOkineとしてIFN-γおよびIL-12を､ Th2 cytokineとしてIL-4をELISA
により測定した｡その結果､ ODNBL07でもBLO7Sでもコントロールと比較して
有意なIFN-γおよびILl12の産生が認められた(Fig. 2-8) ｡一方で､ IL-4
に関してはコントロールとの差はいずれの濃度においても認められなかった
(Fig. 2-9) ｡
精製B細胞(〉 98%)をrecornbinant mouse lL-4およびanti-CD40抗体存在
下で強制的にB細胞単独からIgEを産生させる系を用いて､ OD… BL07のtgク
ラススイッチに与える影響を検討した｡ OD… BLO7 (10 〟M)および臥07S (10
Jim)ともにコントロールと比較して有意に低いtotal lgE値を示した　くTable
2-1) ｡またコントロールでは検出限界以下であったtotal lgG2aは､ ODNBLO7














142.4 ± 49.1 pg/ml (p(0.01 compared to control group)であった｡




















76.4 ±6.2 pg/ml. 70.2 ±17.6 pg/ml, 80.8 ±12.6 pg/mLであり､群間での




ODN BLO7Sの皮下投与量を0.1､ 1.0および10 jig/mouseの3濃度について実
験を行った｡ OVA特異的およびtotal lgE産生の抑制については､ OD… BLO7S
の投与に関して用量依存性が認められた(Fig. 2-15)｡ 1.0および10 FL富/mouse
の投与量では､コントロール群に比較して有意に低い値を示し､ 0.1
jig/mouseの投与量では低い傾向が認められた(Fig. 2-15) ｡ OVA特異的IgG2a､
ovA特異的IgGl､ total lg61については10 〃g/mouseの投与量で群間での有
意差が紀められた(Fig. 2-16) ｡
牌液細胞からのcytokine誘導では､ IL-4､ IL-5､ IL-12およびIL-13の誘導
値で10 〟g/mouseの投与量において群間での有意差が認められたが､ 0. 1､ 1.0
〟g/mouseの投与量において群間での有意差および傾向は認められなかった
















りも有意に高い値を示した(Tab一e 2-3) 0 OVA特異的およびtotal lgGlは､
D20において群間での差は認められなかったが､ D17において0VA特異的Ig61
がコントロール群と比較して､有意に低い値(Control群: 22.2 ± 5.7 ∪/ml.
ODN群: ll.7 ± 7.9U/ml. p(0.05)を示した｡
oDN BLO7Sの経口投与によるThl/Th2バランスへの影響を評価するため､ OVA















Fi苦l 2-1･ Mitogcnic activity of genomiC DNA and digests from
BLJfdobacEen'um Lo〝g〟m BB536･
Splenic cells from BALB/c mice were cultured in 961Well microplates at a
concentration of2･0? 105 ceus in the presence ofDNA or Sau3AI-digested
DNA for 32 h at 37 qC･ After pulse labeling with 3H-thymidine for 16 h, the
amount of 3H-thymidine incorporated into splenic cells were determined･
Data represent meanj=SD stimulation index of triplicate cultures･ 'p <0105,
**p <0.01 compared to control.
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Fig. 2･3. Mitogenic activity of genomic DNA clotleS.
DNA clones were amplified by PCR and amplified DNA fragments were
extracted. DNA was tested for mitogenic activity in splenic cells kom
BALB/c mice･ Data represent meanstimulation index of triplicate cultures
compared to controls stimulated using mIplified DNA丘･om PUC 1 1 9 without
inserted DNA. For the 14mitogenic DNA clones (closed bar), nucleotide





BLO4 ; 5l -^TGAACGTGCAGACCGTTAT-3'
BLO5 ; 5'-GCTATTCGGATAATTACGAT-31
BLO6 ; 5'lCGTTAGTGGGTTTCGCCCAT13 I
BLOT ; 5'IGCGTCGGTTTCGGTGCTCAC13'
BLOB ; 5'lTGTCGTAGTTTTCCAGCATG131
BLO9 ; 5● -ATTCCTGAGTCTTTTTTGAA-3'
BLI 0 ; 5■-TTATTACTGGATTCGATGAA-31
BLll ; 5.-CTTTGAACTGATTGAGTTCC131
BL12 ; 5'-A GTGTGTGTTCCTTGTGGG-3■
BL1 3 ; 5'-GCCCGAATTTCTTGGTGGGG-3T
BL14 ; 5'-GATCAATTTGCGCCATGCCT13■
BL15 ; 5'-TGGCGGTCAGTTCCGTTTGC-3-
BL1 6 ; 5-1ccTTTGCCTGCGTGCCTTTG-3.
BL17 ; 5'-T TATGCCTTTACCCGTGAG-3'
BI.18 ; 5'- GACGATTTGCTGCGTCGCT-3-
BL19 ; 5'-TTACGGTTTTGAAGAATCTG 13T
BL20 ; 5■-CCAGCCGGAGATTTTCGAGC-3.
Fig･ 2-4･ Sequences of sytLthesized ODN seqt)cnccs frommitogenic DNA clomes･
Mitogenic DNA was sequenced using a DNA sequencer, and homologleS among nuCleotide
sequences were analyzed. A total of 20 01igodeoxynucleotides (20 mers) displaying high
homology were obtainedand designated BLOl to BL20･
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Fig. 2-5. IdentirlCation of an immtLnOStimuhtory sequence
oligodeoxyntICteOtide from genomic DNA ofBIJldobacLe･n'〟桝tOtlg〟m
BB536.
(A) Mitogenic activityof homologous ODN at concentrations of 10 i M･
Data shown represent mean土SD of3 independent experiments･ **p<0101
compared to control,
(B) IL- 1 2 levels in supernatants were determined using an ELISA kit.
J774.1 cells were stimulatedwith the selected 20 0DNs (10 i M) for 16 h.




Control B cells T cells Whole cells CoIltrO] BLOT
Fig. 216.
(A) Mitogenic且Ctivity in mtLrine a and T Iymphocytes by syIlthesiz:ed
ODN BLOT.
Splenic whole, Band T lymphocytesfrom BALD/c mice were cultured in
96-wellmicroplates inthe presence ofODN BLO7 (10 i M)･ Data showl
represent mean j= SD of 3 independent experlmentS･ +p <0･05 compared to
control.
(B) Luciferase activities of mouse TLR91tranSfected cells At 24 h after
treatnentwith ODN BLO7 (10 i M).




Fig･ 2-7･ ODN BLOT inhibits IgE production from splenic cells of OVA-
setLSitiz:ed BALD/c mice.
splenic cells of BALB/Cmice sensitized with OVA were cultured at 2･5? 1 06
cells/ml using 100 i g/ml OVA inthe presence ofODNs for 7 days･ Data are






Figl 2181 Tbl cytokine levels in splenic ce)1 cu)tures stimulated by ODNs･
Splenic cells of BALB/Cmice sensitizedwith OVA were cultured at 2.5?
106 cells/mlwith 100 i g/ml OVA in the presence ofODNs for 7 days. (A)
IFN一色; @) IL-12. Data are shown as mean j= SD of3independent
experlments･ +p <0･05, Hp <0･0 1 compared to control･
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Fig･ 2-9･ II-4 levels itl SPJenic cell cultures sthu18ted by ODNs･
Splenic cells of BAl･B/c mice sensitizedwith OVA were cultured at 2･5?
106 cells/mlwith 100 i g/ml OVA inthe presence ofODNs for 7 daysI Data
shown represent mean土SD of 3 independent experiments.
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Table 2-1. Immunoglobu)in levels produced by purified B cells.
Gro u p lgE lgG 1 IgG2 a
(tLg/m 1)　　　　(ng/ml)　　　　(ng/ml)
Contro1　　　　19.8土5.3　　　　71.6土15.9　　　　ND(< 3.9)
BLO7　　　　　　10.9土4.9州　　　　76.6 j= 13.1　　　　14.4 j= 4.9
BLO7S　　　　　　　4.3土1.6榊　　　　94.8土36.1　　　　11.6土12.5
purified splenic B cells ofBALB/c mice were cultured at 2･0? 106 cells/mlwith 10
ng/ml IL-4and 3 pg/mlanti-CD40 antibody inthe presence ofODNs (10 pM) for 7
days. Data are Shown as mean土SD of3 independent experiments. **p<0･01











Fig. 2-10. ODN I事LO7S decreased lgE production it) immtlniZ:edmice.
Mice were immunized using OVA (20 Llg/mouse)and ODN BLO7S (10 pg/mouse)
in alum at a 2-week interval. As controls, mice were administered OVAand PBS in
alum. Blood was collected on day 21. (A) OVAISpeCific IgE; (B) total IgE. Data




Fig･ 2-Ill Effects OIODN BLOTS on tot且t and OVA-specirIc IgE levels in serum of
mice sensitised with OVA.
Mice were immunized as described in Fig. 4-4. (●) control group; (○) ODN BLO7S
group. (A) OVA-specific TgE; (B) total lgE. Data represent mean j= SD from 8 mice per










Fig. 2-12. Effects ofODN BLO7S on total and OVA-specific lgG2a and Gl levels
in seruTn Of mice sensitiz:ed with OVA.
Mice were immunized as described in Fig. 4-4. (●) control group; (○) ODN BLO7S
group. (A) OVA specific IgG2a; (B) total lgG2a; (C) OVA-Specific IgGl; (D) total
IgGl. Data represent mean j= SD from 8mice per group. **p<0.01 versus controls. 千;




Fig･ 2-13･ Thl cytokine levels in superhataJltS Of cultured splenocytes frommice
seJISitized with OVA.
Mice were immunized as described in Fig. 4-4. Spleens were removed on day 14, 21 or
28 and single splenocytes were incubated with100 i g/miOVA for 72 h･ (+) Control
group; (○) ODN BLO7S group; (▲) NaTve group･ (A) IL-12; (B) IFN-i･ Data represent













Fig. 2-14. Th2 cytokinc levels in supernatants of cultured splenocytes from mice
sensitized with OVA.
Mice were immuni2:ed as described in Figl 4-4. Spleens were removed on day 14, 21
or 28 and single splenocytes were incubatedwith 100 i g/m1 OVA for 72 h. (+)
Control group; (0) ODN BLO7S group; (A) Na'l've group. (A) IL14; (B) lL15; (C) IL-
13. Data represent mean土SD from 8 miceper group. +p<0.05, Hp<0.01 versus




Fig･ 2115･ Dose response OfODN BLO7S on IgE levels in serum or mice･
Mice were immunized with OVA (20 pg/mouse) and ODN BLO7S (0･1 pg, 1 pg and 10
pgmouse) in alum at a 21Week interval･ Sera were collected on day 21･ (A) OVAI
specific IgE; (B) total IgEI Data represent mean j= SD from 8 miceper group. 'p'0105,
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Fig･ 21161 Dose respoJISe Of ODN BLO7S on lg levels in sertlm Ofmice･
Mice were immunized as described in Fig. 4-9. Sera were collected on day 21･ (A)
OVA-Specific IgG2a, (B) total lgG2a, (C) OVA-specific lgG I , (D) total IgG 1. Data
represent mean土SD丘･om 8mice per group･ 'p<0105, *+p <0･01 versus controls･
ー57-
(luPd)Mtq]
Fig･ 2-17･ Effects ofODN BLOTS dose on Thl cytokine prodtlCtion of mice.
Mice were immunized as described in Fig･ 4-9･ Spleens were removed on day 21 and
single splenocytes were incubatedwith 100 pg/m1 OVA for 72 h. (A) IL12; (B) IFN-a.





Fig. 2-18･ Effects ofODN BLO7S dose on Tb2 cytokine productioI1 0fmice.
Mice were immunized as described in Fig. 4-9. Spleens were removed on day 21 and
single splcnocytes were incubatedwith loo pg/ml OVA for 72 h. (A) IL-4; (B) IL-5; (C)
礼-13. Data represent mean j= SD舟om 8 mice per group. *p<0.05, **p<0.01 versus




Fig. 2-19. IL-10 and TGF-a levels in supernatantS Or Cultured spleAOCyteS･
Mice were immunizedwith OVA (20 llg/mouse) and ODN BLO7S (I pg or 10 I
g/mouse) in alum at 21Week intervalS･ Spleens were removed on day 2 I and single
splenocytes were incubated withorwithout 100 i g/ml OVA. (A) lL-10; (B) TGF-a･
Data represent mean土SD丘om 6mice per group. *'p<0･OI versus controls･ †; Below
the limits of detection.
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Table 2-2･ The rate ofCI)4+ aJld CD4+cD25+ T cell in splebOCyteS･
G rod p cD3'cD4十cclls CI)3'cD4十cD25十cel1S
22.71 j= 1.88　　　　　1.28　土0.19
25.40士2.73　　　　　1.34　土0,23
BLO7S 1 l唱　　　25.81土0.80　　　　1.41 1= 0.24
10帽　　　27.14土0.23　　　　1.40土0.18
Spleens were removed on day 2 1 and single splenocytes were stainedwith anti-
mouse PE Cy5 -CD3, PE -CD4and FITC -CD25 morLOClonal antibodies. The
values were shown asthe percentage of CD4'and CD4十cD25+ T cells in






NaTve Control BLO7S NaYve Control BLOTS
Fig･ 2-20･ ODN BLO7S inhibited lgE production ill 0VA･primed BALD/c mice･
Mice were immunized using OVA (lo順) in 乱lum on day 2 and 12･ ODN BLO7S (1
mg) was administrated by gastric Savage on day 0 to 2 and 7 to 9 in ODN group･ PBS
was glVen tO na'1've and control group･
(A) OVA-specific IgE; (B) total IgE･ Data are shown as mean土SD &om sevenmice
per group･ 'p <0･05 versus controls･ ND･ not detected･
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Table 2-3. Effects of ODN BLO7S on lgG2a and lgGI productiotl in OVA-primed
BALD/c mice.






(OVAISPeCific lgG2 amgG I)
1.30土　0.64　　3.53土　2.29
Immunization and administration of ODN were performed as described in Fig･ 4- 14･ Bloo
was collected on day 20. Data are shown as mean土SD from 7 miceper group･ *p<0･05






NAfve CotltroI BLOTS NaYve Control BLOTS
Fig･ 2121･ Thl cytokiJle levels in supernatants of cultured splenocytes lrommice
setLSitized with OVA.
Immunizationand administration of ODN were performed as described in Fig1 4-14･
spleens were removed on day 20 and single splenocytes were incubatedwith100 i g/ml
OVA for 72 h. (A) ILl12p40; (B) IFN一乱Data are shown as mean j= SDfrom 7 mice per










NaYve Control BLOTS NaTve Control BLOTS
Figl 2-22･ Th2 cytokine levels in supernatants of cultured spleBOCyteS frommicc
sensitized with OVA.
Immunization and administration of ODN were perforlned as described in Fig･ 41 14･
spleens were removed on day 20 and single splenocytes were incubated with loo i g/ml






N&Yye Control BLO7S NBYye Cont rot BLOTS
Fig･ 2-23･ IL-10 8md TGF-五levels in supernataAtS Of cultured splenocytcs from
JT)ice sensitiz:ed with OVA.
Immunization and administration of ODN were performed as described in Fig･ 4-14･
spleens were removed on day 20and single splenocytes were incubatedwith100 i g/ml






























Bl'fidobacterium /ongum NCC2705ゲノム配列中にはこのODN BL07は1箇所存
在していた｡また､最近､森永乳業(樵)保有のBif/'dobacterium /ongunlBB536､
eifI'dobacterium breve M-16Vおよび8/'fJ'dobaoterium infantis M-63のゲノ
ム配列が決定され､これら3菌株のゲノム配列中にもODNBL07の配列がそれぞ
れの菌株で1箇所のみ存在していた(unpublishedresults) ｡しかしながら､
公開されているIactobaci l l iやstreptococciのゲノム中には存在しておらず､
この配列はbifidobacter iaに特有の配列である可能性がある｡
免疫刺激性配列ではCpG motifを有した配列が古くから研究されており､























ウスリンパ球幼君化活性を示すODN BL21 (5' -TC仙GGACGTGCCTGACGCT-3' )も



































Th2 cytokineの評価､加えてin vivoにおいては血清中のIgGl (Th2
associated)およびIgG2a (Thl associated)の評価を行った｡
len vitroにおいて､ ODN BL07はそのフオスフォロチオエート修飾体である
BLO7Sも含め､ OVA感作BALB/Cマウスの牌臓細胞を用いたTh2偏向モデルにお
いて､ PBS添加のコントロールと比較しtotal lgEの産生を有意に抑制し､ I'n
vI'troにおける]型アレルギーにおける抗アレルギー作用が示唆された｡細胞
培養液中のThl cytokineである]FN-γおよびIL-12は､ ODN BL07の添加によ
って､コントロールと比較して有意な誘導値を示した｡しかし､ B細胞からの
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lgE産生に深く関与するTh2 cytokineであるIL-4に関しては､ ODN BLO7添加
群とコントールとの間で統計学的な差は認められなかった｡これらの結果から､


















おいても､ OD… BL07の免疫担当細胞への到達性を考慮し､ OD… BLO7Sを使用し
た｡






























tota一 lgEは有意に抑制されているにも関わらず､ ThlおよびTh2 6ytokineに
おける誘導値にコントロールとの差が認められなかった結果となる｡この結果








として､ IL-10 [51]およびTGF-β [52]が､またT細胞のサブセットとして
ヘルパIT細胞の中でも転写因子　foxp3によって規定されるCD4十CD25+細胞






























を測定した｡ ODNBLO7Sを7適齢雌BALB/Cマウス1匹当り10､ loo JJgおよび
1 mgを単回授与した結果､投与後5時間後に1 mg投与群において､血中より






































































抑制作用を検討した｡ OD… BLO7およびBLO7Sはともに､ Total lgEの産生を有
意に抑制することが明らにし､その抗アレルギー作用が示唆された｡ IFN-γ､


















誘導試験を実施した｡皮下投与においては､ Th2 cytokineがODN BLO7Sの投与
により有意に低値を示し､ Th2反応の抑制がIgE産生を抑制している機序とな
っていることが示唆された｡また､経口投与においては､ Thlcytokineである






本研究と並行して､ ODN BL07を同定したBifidobacterI'um /ongum BB536に
関する免疫調節作用の検討がなされた｡ OVA感作マウスを用いたinvitro試験








が示唆されている(unpublished results) ｡また､ 2004､ 2005年のスギ花粉
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